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Resumen
La espectroscopia de fluorescencia es una herramienta analı´tica utilizada para examinar muestras de agua de diferente origen
por que es sensible, selectiva y puede dar un amplio espectro de informacio´n sobre la composicio´n, caracterı´sticas, origen y
distribucio´n de la materia orga´nica disuelta (MOD). El objetivo de esta investigacio´n fue caracterizar la MOD en el efluente de
un reactor aerobio autotro´fico nitrificante por espectrometrı´a de fluorescencia de la matriz de excitacio´n-emisio´n en 3D (EEM-
3D, por sus siglas en ingle´s) y ası´ determinar si las EEM-3D podrı´an identificar productos microbianos solubles de bacterias
nitrificantes. El reactor nitrificante fue operado a 36 dı´as de tiempo de retencio´n celular (TRC), 40 horas de tiempo de retencio´n
hidra´ulico (TRH) y alimentado con agua residual con exceso de amonio. Se identificaron solamente dos picos de fluorescencia en
el efluente del reactor nitrificante: Los picos fuer n localizados a una longitud de onda de emisio´n similar (416.9 ± 10.3 y 415.5
± 2.2 nm, respectivamente), pero a diferentes longitudes de onda de excitacio´n (245.2 ± 1.0 y 330.7 ± 1.7 nm, respectivamente).
Las EEM-3D fueron significativamente diferentes a los que comu´nmente se encuentran en el efluente de reactores aerobios
heterotro´ficos de lodos activados o en el efluente de reactores anaerobios heterotro´ficos metanoge´nicos.
Palabras clave: nitrificacio´n, materia orga´nica disuelta, reactor aerobio autotro´fico nitrificante, espectrometrı´a de fluorescencia,
matrices de excitacio´n-emisio´n.
Abstract
The fluorescence spectroscopy is an analytical tool used to test water from different origins because it is sensitive, selective
and can give a broad spectrum of information on the composition, characteristics, origin and distribution of dissolved organic
matter (DOM). The objective of this research was to characterize the eﬄuent DOM of an aerobic autotrophic nitrifying reactor
with fluorescence spectrometry of the excitation-emission matrix in 3D (EEM-3D) and determine if ·EEM-3D could identify
soluble microbial products from nitrifying bacteria. The nitrifying reactor was operated at a sludge retention time of 36 days, a
hydraulic retention time of 40 hours of hydraulic retention time and fed with an excess of ammonium. Only two fluorescence
peaks were identified in the reactor eﬄuent: The peaks were located at similar emission wavelength (416.9 ± 10.3 and 415.5 ±
2.2 nm, respectively), but different excitation wavelength (245.2 ± 1.0 and 330.7 ± 1.7 nm, respectively). The EEM-3D were
significantly different than those found in the eﬄuent of aerobic and anaerobic reactors.
Keywords: nitrification, dissolved organic matter, nitrifying reactor, fluorescence spectrometry, excitation-emission matrix.
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1 Introduccio´n y antecedentes
La fluorescencia es la propiedad de ciertas mole´culas
orga´nicas e inorga´nicas de liberar energı´a en forma
de luz cuando son excitadas por una fuente de alta
energı´a, la cual eleva los niveles de energı´a de los
electrones dentro de la mole´cula (Baker y Genty,
1999). Los compuestos orga´nicos aroma´ticos pueden
ser estudiados por espectroscopia de fluorescencia
(EF) debido a su nivel de energı´a, estructura
de pares de electrones y el anillo de carbo´n
(Stedmon y col., 2003). La materia orga´nica disuelta
(MOD) que absorbe luz se define como cromo´fora,
mientras que la que re-emite energı´a luminiscente
se define como fluoro´fora (Mopper y col., 1996).
Los componentes orga´nicos naturales fluorescentes
ma´s estudiados son: sustancias hu´micas (a´cidos
fu´lvicos y hu´micos), aminoa´cidos (tripto´fano, tirosina
y fenilanina), proteı´nas y pe´ptidos (Stedmon y col.,
2003). Estos compuestos orga´nicos fluorescentes han
sido utilizados para determinar el origen, distribucio´n
y transformacio´n de la MOD en sistemas acua´ticos
naturales y sistemas biolo´gicos de tratamiento (Alberts
y Taka´cs, 2004).
Actualmente existen cuatro tipos de EF: EF de
emisio´n, EF de excitacio´n, EF sincronizada y EF
de la matriz de excitacio´n-emisio´n en 3D (EEM-
3D, por sus siglas en ingle´s). Una EEM-3D es una
manera sencilla de mostrar una serie de espectros
de emisio´n colectados a diferentes longitudes de
excitacio´n. Por ejemplo durante esta investigacio´n,
se construyeron EEM-3D colectando 45 espectros de
emisio´n a longitudes de onda (λem) entre 250 y 600
nm, para longitudes de onda de excitacio´n (λexc)
cada 5 nm entre 200 y 420 nm (Fig. 1). Para evitar
las perturbaciones Rayleigh y Raman del agua, se
utilizo´ un filtro a 290 nm y se sustrajo un blanco
de agua desionizada, respectivamente. Al graficar los
45 espectros de emisio´n en un plano x-y solo se
observan una serie de lı´neas sin sentido, perdie´ndose
mucha informacio´n (Fig. 1). Al graficar los espectros
de emisio´n en 3D, convirtiendo el eje x en la λem,
el eje y en la λexc y el plano z, que sobresale
perpendicularmente al plano x-y, en la intensidad de
fluorescencia (IF) se obtiene un mapa de contorno
(Fig. 2a). Este mapa de contorno contiene lı´neas que
indican IF similares. Si una lı´nea es circular indica la
presencia de un pico de fluorescencia (Figs. 2a y 2b),
de la misma manera que una lı´nea de contorno circular
en un plano topogra´fico indica la presencia de un cerro
o montan˜a.
El mapa de contorno en 3D revela la localizacio´n
e intensidad de los fluoro´foros que podrı´an estar
presentes en la muestra (Fig. 2a). De acuerdo a
la literatura, un fluoro´foro tendra´ dos picos de
fluorescencia, los cuales se ubican a una misma
λem, pero distinta λexc (Barker y Stuckey, 1999).
Normalmente, el pico que aparece a la menor λexc es
el que tiene una mayor IF (Fig. 2a).
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Fig. 1. Espectros de emisio´n graficados en un plano x-y.
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Fig. 2. EEM-3D del efluente de un reactor de lodos activados. (a) EEM-3D plano: eje x = longitud de onda de
emisio´n (λem); eje y = longitud de onda de excitacio´n (λexc); eje z = perpendicular al plano x-y = intensidad de
fluorescencia. (b) EEM-3D tridimensional.
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La localizacio´n de los picos dentro de la EEM-3D
indica el tipo de fluoro´foro presente, mientras que
la IF indica la concentracio´n de dicho fluoro´foro
(Coble, 1996). En la Fig. 2 se muestra una EEM-
3D caracterı´stica de un efluente de un reactor
aerobio heterotro´fico de lodos activados (LA), el
cual normalmente contiene los Picos A y B
atribuidos al aminoa´cido triptofano y el Pico D
atribuido a un a´cido hu´mico (Esparza-Soto y col.,
2011). Los productos microbianos solubles (PMS)
son compuestos orga´nicos generados durante el
crecimiento y decaimiento de microorganismos en
sistemas biolo´gicos de tratamiento. Los PMS son
importantes porque se forman durante el tratamiento
biolo´gico de agua residual y comprenden una fraccio´n
significativa de la MOD del efluente de estos sistemas
de tratamiento (Xie y col., 2010; Ni y col., 2010).
Los PMS tambie´n pueden tener efectos negativos,
tales como ecotoxicidad e inhibicio´n, sobre las
mismas bacterias que los generan (Ross y col., 1998:
Ichihashi y col., 2006). Los PMS se han caracterizado
por diversos me´todos analı´ticos: cromatografı´a de
gel impregnado para determinar la distribucio´n del
peso molecular de los PMS de diferentes orı´genes
(Barker y Stuckey, 1999; Jarusutthirak y Amy, 2007);
espectroscopia infrarroja de transformacio´n de Fourier
y carbo´n orga´nico disuelto (COD) para analizar las
caracterı´sticas de grupos funcionales y el contenido
total de PMS, respectivamente (Jarusutthirak y Amy,
2007); EEM-3D para identificar sus propiedades
de fluorescencia (longitud de onda de excitacio´n y
emisio´n e IF de PMS fluorescentes) (Esparza-Soto y
col., 2011; Ni y col., 2010; Xie y col., 2010; Li
y col., 2008). Los PMS han sido caracterizados por
EF en el efluente de diversos sistemas de tratamiento
biolo´gico: sistemas aerobios heterotro´ficos de lodos
activados (Esparza-Soto y col., 2011; Ni y col.,
2010; Jarusutthirak y Amy, 2007; Li y col., 2008;
Saadi y col., 2006); sistemas anaerobios heterotro´ficos
metanoge´nicos (Sheng y Yu, 2006; Janhom y
col., 2009); sistemas ano´xicos de desnitrificacio´n
(Xie y col., 2010); sin embargo, los autores no
encontraron en la literatura informacio´n sobre la
caracterizacio´n de PMS por EF en sistemas aerobios
autotro´ficos de nitrificacio´n. En este caso los PMS
generados por bacterias nitrificantes se consideraron
que serı´an interesantes de caracterizar por que las
bacterias nitrificantes son microorganismos auto´trofos
y consumen materia inorga´nica en forma de amonio
para la obtencio´n de energı´a, pero producen PMS en
forma de MOD en su efluente.
Tabla 1. Composicio´n del efluente del reactor de
lodos activados
Componentes Concentracio´n
DQO (mg/L) 58.5 ± 38
Nitro´geno total (mg/L) 15 ± 2
Fo´sforo (mg/L P) 30 ± 8
N-NH+4 (mg/L) 2.7 ± 1
Nu´mero de muestras 15
El objetivo principal del presente trabajo fue
caracterizar la MOD del efluente de un reactor
aerobio autotro´fico nitrificante utilizando EEM-3D y
ası´ determinar si las EEM-3D podrı´an identificar los
PMS producidos por bacterias nitrificantes.
2 Metodologı´a y materiales
2.1 Composicio´n del influente del reactor
nitrificante
El reactor nitrificante se alimento´ con una mezcla
compuesta de 200 mL de efluente de un reactor de LA
(Tabla 1) y 1,600 mL de una solucio´n madre con 150
mg/L de N-NH+4 . La Tabla 1 muestra el promedio y
desviacio´n esta´ndar de los para´metros medidos en el
efluente del reactor de LA. El reactor de LA es parte
de un sistema piloto de tratamiento de agua residual
de una industria procesadora de chocolate, el cual
inicia con un reactor anaerobio de flujo ascendente y
termina con el reactor de LA. Se utilizo´ esta mezcla
compuesta como influente para simular un proceso de
nitrificacio´n con agua industrial real y no sinte´tica,
disminuir la concentracio´n de MOD, disminuir la IF de
la muestra compuesta y adicionar fo´sforo a la mezcla.
2.2 Operacio´n del reactor nitrificante a
escala de laboratorio
Se instalo´ un reactor de lotes secuenciales de vidrio
de 2 L (dia´metro = 12.5 cm, altura = 16.3 cm)
para simular un proceso de nitrificacio´n y generar
un efluente tratado para caracterizarlo. El reactor
nitrificante fue inoculado con 1,500 mL de lodo
proveniente de un reactor aerobio heterotro´fico de LA.
La concentracio´n de so´lidos suspendidos vola´tiles de
licor mezclado (SSVLM) obtenida fue de 1,006 ±
206 mg/L de so´lidos suspendidos vola´tiles (SSV). El
reactor nitrificante se opero´ a un TRC de 36 dı´as,
suponiendo que la pe´rdida de lodo en el efluente era
mı´nima, y un TRH de 40 horas.
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Tabla 2. Promedio de los para´metros de
operacio´n y de control del reactor nitrificante.
Para´metro Etapa I
TRH (h) 40 ± 0.1
T(°C) 19.7 ± 2.8
OD (mg L−1) 3.2 ± 0.1
pH 7.5 ± 0.45
DQOin f (mg/L) 43.8 ± 20.1
DQOe f (mg/L) 27.4 ± 11.8
Eficiencia de remocio´n
DQO (%)
32.6 ± 13.5
SSVLM (mg /L) 1030.1 ± 141.9
SSVe f (mg/L) 50.6 ± 8.3
DBO5 calculado (mg/L) 21.6 ± 9.8
Fraccio´n de organismos
Nitrificantes ( fN)
0.4 ± 0.2
Concentracio´n de
organismos nitrificantes
en el licor mezclado
(XN)(mg/L)
416.2 ± 238
TRC (d) 35.5 ± 4.2
[N-NH+4 ]influente(mg/L) 147.4 ± 6.8
[N-NH+4 ]efluente (mg/L) 41.5 ± 10.8
Eficiencia NH4 (%) 72.2 ± 6.9
TRH = Volumen del reactor, 2 L / Purga diaria de
sobrenadante, 1.2 L/d; TRC = SSVLM * Volumen del
reactor, 2 L / (SSV en el efluente * Purga diaria de
sobrenadante, 1.2 L/d).
Las ecuaciones utilizadas para el ca´lculo de TRH
y TRC se indican al pie de la Tabla 2. El reactor
se opero´ en lotes secuenciales, mezclando y aireando
23 horas, sedimentando 30 minutos, y purgando
manualmente 1.2 L de sobrenadante tratado durante
30 minutos. El influente se alimento´ directamente
al reactor y el aire fue suministrado con bombas
aereadoras de pecera, obteniendo 3.2 mg/L de oxı´geno
disuelto (OD). Para tener un mejor mezclado se
instalo´ un agitador magne´tico. El reactor nitrificante
se monitoreo´ desde el dı´a que se inoculo´ la biomasa
hasta lograr el estado estacionario, el cual se considero´
cuando la concentracio´n de MOD y amonio en el
efluente vario´ menos de 10 % durante cuando menos
10 dı´as consecutivos. El reactor nitrificante tardo´
aproximadamente 30 dı´as en estabilizarse y alcanzar
el estado estacionario; una vez estabilizado, el reactor
se opero´ por 60 dı´as continuos en estado estacionario.
En la Tabla 2 se muestra el promedio y la desviacio´n
esta´ndar de los para´metros de operacio´n del reactor
nitrificante durante el estado estacionario.
El reactor nitrificante se monitoreo´ tres veces por
semana durante la etapa de estabilizacio´n, mientras
que durante la etapa de estado estacionario se
monitoreo´ diariamente. El monitoreo comprendio´ la
medicio´n diaria de OD, pH, temperatura, SSVLM,
so´lidos suspendidos vola´tiles del efluente (SSVe f ),
demanda quı´mica de oxı´geno (DQO), N-NH+4 y EEM-
3D. Los valores obtenidos sirvieron para evaluar el
rendimiento del reactor nitrificante a trave´s de la
eficiencia de remocio´n de amonio, acumulacio´n de
nitratos y nitritos en el efluente, aumento de la
concentracio´n de la biomasa y variacio´n del TRC.
2.3 Me´todos analı´ticos
Se determino´ la concentracio´n de amonio en el
influente y efluente, mientras que la concentracio´n de
nitrato y nitrito de determino´ solo en el efluente; estos
para´metros se midieron tres veces por semana durante
estado estacionario. La DQO se midio´ diariamente
durante estado estacionario; los SSVLM y SSVef se
midieron una vez por semana. La DQO se determino´
filtrando las muestras con filtros de fibra de vidrio
de taman˜o de poro de 1.2 µm (GF/C, Whatman) y
fue medida con un kit comercial de bajo rango (0
- 150 mg/L, Me´todo 435, Hach Co., Loveland, CO,
EUA). Los SST, so´lidos suspendidos vola´tiles (SSV)
y so´lidos suspendidos fijos (SSF) se determinaron
de acuerdo con la NMX-AA-034-SCFI-2001. La
concentracio´n de amonio fue medida con un kit
comercial de alto rango (0 - 50 mg/L N-NH+4 , Me´todo
10031, Hach Co., Loveland, CO, EUA), los nitratos se
midieron con un kit comercial de alto rango (0 - 30
mg/L N-NO−3 , Me´todo 10020, Hach Co., Loveland,
CO, EUA) y la concentracio´n de nitritos con un kit
comercial de bajo rango (0 - 0.5 mg/L N-NO−2 , Me´todo
8507, Hach Co., Loveland, CO, EUA).
2.4 Espectrometrı´a de fluorescencia de la
EEM-3D
Todos los espectros de fluorescencia fueron medidos
en un espectrofluoro´metro (Modelo LS-55, Perkin
Elmer, EUA) equipado con una la´mpara de xeno´n
de 150 watts como fuente de excitacio´n. El
espectrofluoro´metro fue controlado con el software
WINLAB (Perkin Elmer, EUA, 2000) operado
desde una computadora de escritorio (Hewlett
Packard, Compac dc7900, 2009). Las EEM-3Ds se
construyeron colectando 45 espectros de emisio´n con
λem entre 250 y 600 nm, para λexc entre 200 y
420 nm, incrementados cada 5 nm. Para evitar las
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perturbaciones Rayleigh y Raman del agua se utilizo´
un filtro a 290 nm y se sustrajo un blanco de
agua desionizada, respectivamente. La degradacio´n
de la fuente de excitacio´n (la´mpara de xeno´n) del
instrumento se monitoreo´ con la IF del pico Raman
(λexc/λem = 350/394.5 nm) de agua desionizada,
obtenie´ndose variaciones del 5 % de la IF (Baker,
2001). Los archivos de las EEM-3Ds se exportaron a
hojas de ca´lculo de Excel con el programa Migracio´n
(Esparza-Soto, 2009), en donde a cada EEM-3D se le
sustrajo un espectro de agua destilada para eliminar
las perturbaciones Rayleigh y Raman. En estas hojas
de Excel se realizo´ el ana´lisis visual de las EEM-
3D, el cual consistio´ en la identificacio´n de los picos
de fluorescencia y sus propiedades de fluorescencia
(λexc/λem e IF).
3 Resultados y discusio´n
3.1 Rendimiento del reactor nitrificante
En la Tabla 2 se muestran los promedios y las
desviaciones esta´ndar de los para´metros de operacio´n
del reactor nitrificante. El TRH del sistema fue de
40 ± 0.1 h y la temperatura de operacio´n de 19.7
± 2.8 °C. La temperatura de operacio´n se conservo´
por abajo de la reportada en la literatura (Espinosa-
Rodrı´guez y col., 2012; Campos y col., 2007; Carrera
y col., 2003). Bougard y col. (2006) operaron un
reactor completamente mezclado y reportaron que a
temperaturas por arriba de 30°C se acumulo´ nitrito
en el efluente y disminuyo´ la eficiencia de remocio´n
del amonio de 80 % a 68 %. Por otro lado, la
inhibicio´n por temperaturas bajas (< 15°C) es mayor
para Nitrobacter que para Nitrospira, por lo tanto,
es comu´n que los iones nitrito se acumulen a bajas
temperaturas (Gerardi, 2002); sin embargo, durante
nuestra investigacio´n la temperatura fue mayor a 15°C
y se registro´ una acumulacio´n de nitritos en el efluente
del reactor nitrificante (27.7 ± 5.7 mg/L N-NO−2 ).
El pH permanecio´ en el rango de 7.25 ± 0.6 a 7.5
± 0.45, valor que se encuentra dentro del rango o´ptimo
recomendado (7.5 - 8.5) para lograr una velocidad de
nitrificacio´n constante (Campos y col., 2007; Carrera y
col., 2003; Gerardi 2002). Es importante recalcar que
a valores de pH cercanos a 6.0, la tasa de nitrificacio´n
es mucho ma´s lenta.
Otro para´metro de operacio´n importante fue la
concentracio´n de OD; la literatura reporta que la
acumulacio´n de nitrito durante la nitrificacio´n puede
evitarse manteniendo el OD > 0.7 mg/L (Bae y
col., 2002). Durante nuestra investigacio´n se logro´
mantener la concentracio´n de OD en un promedio de
3.0 mg/L (Tabla 2), valor mayor al reportado en la
literatura (Xie y col., 2012).
La concentracio´n de biomasa inicial en el reactor
nitrificante fue alrededor de 1,006 ± 206 mg /L SSV y
se mantuvo en 1,030.1 ± 141.9 mg/L SSV despue´s de
un periodo de operacio´n de 90 dı´as (Tabla 2). La purga
en el reactor nitrificante se realizo´ vaciando 1,200 mL
del sobrenadante, esto ocasiono´ dos efectos negativos
en la calidad del efluente; primero, que se fugara lodo
en el efluente (50.6 ± 8.3 mg/L); y segundo, que 800
ml del sobrenadante quedara ma´s tiempo dentro del
reactor originando una acumulacio´n PMS.
El TRC calculado fue de 35.5 ± 4.2 dı´as, el cual
es mayor al recomendado en la literatura (Wu y col.,
2011). TRC menores a 5 dı´as, la nitrificacio´n se ve
afectada debido a la acumulacio´n de nitrito, mientras
que TRC mayores a 20 dı´as la nitrificacio´n no se ve
alterada por la acumulacio´n de nitritos (Wu y col.,
2011).
La eficiencia de remocio´n de la DQO se mantuvo
alrededor del 32.6 ± 13.5 %, mientras que la eficiencia
de remocio´n del NH+4 fue de 72.2 ± 6.9 %, lo
cual indico´ que las bacterias que crecı´an en el
reactor en su mayorı´a eran autotro´ficas nitrificantes,
no heterotro´ficas (Fig. 3) (Mun˜oz-Sa´nchez y Reyes-
Mazzoco, 2012; Xie y col., 2012). La eficiencia de
remocio´n del amonio fue menor a la reportada para
un reactor nitrificante de biopelı´cula de 5 L con
un influente sinte´tico con altas concentraciones de
amonio (250 mg/L N-NH+4 ) y bajas concentraciones
de OD (0.5 mg/L) (Bernet y col., 2001) y para un agua
residual con concentraciones altas de amonio (1,912
mg/L N-NH+4 ).
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Fig. 3. Eficiencia de remocio´n de DQO y N-NH+4 del
reactor nitrificante.
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Por otro lado, la eficiencia de remocio´n de amonio fue
cercana a la reportada para un reactor de 36 L de lotes,
TRC de 37 dı´as y concentraciones en el influente de
48 mg/L N-NH+4 y 417 mg/L de DQO (Mahvi y col.,
2004).
3.2 Espectros de fluorescencia caracterı´sticos
del reactor nitrificante
El objetivo principal de esta investigacio´n fue
obtener las EEM-3D del efluente de un reactor
nitrificante. La Fig. 4 y la Tabla 3 muestran EEM-
3D representativas y los promedios de las propiedades
de fluorescencia (λexc/λem, IF y tasa de fluorescencia
(TF)), respectivamente, del influente y efluente del
reactor nitrificante. De manera general, el influente
mostro´ tres picos de fluorescencia bien definidos (Fig.
4a): un Pico A que se localizo´ a una λexc/λem de
226.9 ± 4.8/360.2 ± 19.2 nm, y los Picos C y D que
se localizaron a una λem similar (399.7 ± 7.6 y 416.9
± 4.9 nm, respectivamente), pero a una λexc diferente
(225.9 ± 6.6 y 330.4 ± 1.4 nm, respectivamente). La
IF del Pico A (611.4 ± 105.5 unidades arbitrarias
de fluorescencia, UAF) fue mayor que la IF de los
Picos C y D indicando su concentracio´n ma´s alta
con respecto a estos picos (Tabla 3). De acuerdo a
la localizacio´n de los picos observados dentro de las
EEM-3D (coordenadas de λexc/λem), el Pico A puede
atribuirse al aminoa´cido triptofano, mientras que los
Picos C y D se pueden atribuir a un a´cido hu´mico
(Coble, 1996). El Pico A deberı´a de presentar su
pico acompan˜ante, Pico B, muy bien definido a una
λexc/λem de 280/360 nm, sin embargo, en la Fig.
4a no aparece. Este pico podrı´a estar oculto y su
identificacio´n visual hacerse imposible, pero se podrı´a
encontrar con me´todos matema´ticos (Esparza y col.,
2011; Stedmon y col., 2003). La presencia de los
tres picos en la EEM-3D del influente del reactor
nitrificante se debio´ a que 200 ml de la mezcla del
influente provenı´a del efluente de un reactor de LA.
Una EEM-3D de un efluente de LA tiene tres
picos caracterı´sticos: Pico A y B asociados al
aminoa´cido triptofano λexc/λem = 220/350 y 280/350
nm, respectivamente) y un Pico D asociado a una
sustancia hu´mica (λexc/λem = 335/425 nm) (Esparza
y col., 2011; Esparza y Westerhoff, 2001; Saadi y
col., 2006; Chen y col., 2003). En el caso del efluente
de reactores de LA, el Pico C, el cua´l es el pico
acompan˜ante del Pico D y se encuentra visualmente
oculto, pero se ha podido resolver con me´todos
matema´ticos (Esparza y col., 2011).
En la Fig. 4b se muestra una EEM-3D
caracterı´stica del efluente del reactor nitrificante.
Los espectros mostraron solamente dos picos de
fluorescencia. Los Picos C y D fueron localizados
a una similar λem (416.9 ± 10.3 y 415.5 ± 2.2 nm,
respectivamente), pero a diferentes λexc (245.2 ± 1.0
y 330.7 ± 1.7 nm, respectivamente). La TF de los
Picos C/D fue de 1.2, valor menor al obtenido en el
influente (Tabla 3). Por otro lado, un hombro de origen
desconocido que no se logro´ formar completamente
como pico y se localizo´ a una λexc/λem de 295/410.6
nm (Fig. 4b). De acuerdo a la localizacio´n de los picos
dentro de las EEM-3D, el par de Picos C y D se pueden
atribuir a la presencia de un a´cido hu´mico (Coble,
1996).
Tabla 3. Promedio de las propiedades de fluorescencia de los espectros del influente y efluente del reactor nitrificante
PICO A PICO C PICO D TF
Influente λexc λem IF λexc λem IF λexc λem IF C/D
(nm) (nm) (UAF) (nm) (nm) (UAF) (nm) (nm) (UAF)
Promedio 226.9 360.2 611.4 225.9 399.7 535.2 330.4 416.9 301.8 1.8
D. E. 4.8 19.2 105.5 6.6 7.6 123.5 1.4 4.9 53.6 0.1
n 13 13 13 11 11 11 13 13 13 11
SHOULDER PICO C PICO D TF
Efluente λexc λem IF λexc λem IF λexc λem IF C/D
(nm) (nm) (UAF) (nm) (nm) (UAF) (nm) (nm) (UAF)
Promedio 295 410.6 375.4 245.2 416.9 537.1 330.7 415.5 462.9 1.2
D. E. 0 1.9 88.7 1.0 10.3 113.5 1.7 2.2 113.9 0.1
n 22 22 22 23 23 23 23 23 23 23
D. E. = Desviacio´n Esta´ndar; n = Nu´mero de muestras.
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Fig. 4. EEM-3D representativas del reactor nitrificante: (a) influente; (b) efluente.
Otra caracterı´stica que mostraron los espectros
del efluente fue que el Pico C se movio´ a λexc/λem
ma´s largas, de 225.9 a 245.2 nm y de 399.7 a
416.9 nm, respectivamente (Fig. 4b). Este movimiento
de picos a longitudes de onda ma´s largas indica
la transformacio´n de la MOD y su correspondiente
humificacio´n (Esparza y col., 2011; Coble, 1996).
En el reactor nitrificante esta transformacio´n pudo
haber sido causada por la produccio´n y acumulacio´n
de MOD proveniente de los PMS de las bacterias
autotro´ficas nitrificantes.
Por otro lado, la Tabla 3 muestra que la IF
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de los Picos C y D fue mayor en el efluente que
en el influente del reactor nitrificante. La IF del
Pico C se incremento´ de 535.2 ± 123.5 a 537.1
± 113.5 UAF, mientras que la IF del Pico D se
incremento´ de 301.8 ± 53.6 a 462.9 ± 113.9 UAF.
Este incremento indico´ que existio´ una acumulacio´n
de MOD fluorescente proveniente de los PMS durante
el proceso de nitrificacio´n, a pesar de que hubo
remocio´n de DQO (32.6 ± 13.5 %). Esta acumulacio´n
de PMS atribuida al aumento de la IF fue observada
en el efluente de un reactor aerobio heterotro´fico de
LA alimentado con agua residual sinte´tica (Esparza-
Soto y col., 2011). La presencia de los Picos C y
D en el efluente del reactor nitrificante localizados a
longitudes de onda ma´s larga y con una IF ma´s alta
con respecto a los observados en el influente podrı´a
atribuirse a la produccio´n y acumulacio´n de PMS de
bacterias aerobias autotro´ficas nitrificantes debido a
que predominaron en el reactor y son la u´nica posible
fuente de MOD fluorescente.
Otra caracterı´stica de la EEM-3D del efluente
del rector nitrificante fue la desaparicio´n del pico
del aminoa´cido triptofano (Pico A) despue´s del
tratamiento (Fig. 4a y 4b). Los picos de fluorescencia
atribuidos a aminoa´cidos (triptofano y tirosina) son
reportados en el efluente de otros sistemas biolo´gicos
de tratamiento. Por ejemplo, las EEM-3D de efluentes
de reactores aerobios heterotro´ficos de LA presentan
tres picos de fluorescencia, dos picos atribuidos
al aminoa´cido triptofano (Pico A y B, λexc/λem =
220/350 y 280/350 nm, respectivamente) y un pico
asociado a una sustancia hu´mica (Pico D, λexc/λem
= 335/425 nm) (Esparza y col., 2011; Saadi y col.,
2006; Chen y col., 2003; Esparza y Westerhoff,
2001;); las EEM-3D del efluente de un reactor ano´xico
desnitrificante operado a diferentes TRC presentan
tres picos de fluorescencia, un pico atribuido al
aminoa´cido triptofano (Pico B, λexc/λem = 280/350
nm) y dos picos atribuidos a sustancias hu´micas
(Picos C y D, λexc/λem = 240/420 nm y 340/420
nm, respectivamente) (Xie y col., 2010). Estos picos
fueron atribuidos a la formacio´n de PMS bajo
condiciones ano´xicas, los cuales fueron menores que
los producidos bajo condiciones aerobias. Por otro
lado, las EEM-3D de rı´os contaminados por aguas
residuales municipales tratadas en filtros percoladores
aerobios heterotro´ficos presentaron los mismos picos
(Picos B, C y D) y fueron utilizados para monitorear
la contaminacio´n de los rı´os por los efluentes de estas
plantas de tratamiento (Baker, 2001).
En el caso del tratamiento del agua residual de
una industria cervecera en un sistema de tratamiento
dual (anaerobio/aerobio), se encontraron en el efluente
del reactor anaerobio heterotro´fico metanoge´nico
cinco picos de fluorescencia: dos atribuidos al
aminoa´cido tirosina λexc/λem = 230/315 y 275/315
nm), dos picos atribuidos a sustancias hu´micas
(Picos C y D, λexc/λem = 255/455 y 335/455 nm)
y un pico desconocido (λexc/λem = 500/525 nm);
mientras que en el efluente del reactor aerobio
heterotro´fico de LA solo se encontro´ el Pico D
(λexc/λem = 335/455 nm) (Janhom y col., 2009). Esto
sugiere que durante tratamiento aerobio heterotro´fico
de LA y filtro percolador, anaerobio heterotro´fico
metanoge´nico, ano´xico desnitrificante se produjeron
dos tipos diferentes de aminoa´cidos (triptofano o
tirosina), mientras que durante el tratamiento de
nitrificacio´n, e´stas proteı´nas no se produjeron.
Por otro lado, las EEM-3D tambie´n se han
utilizado para caracterizar sustancia polime´ricas
extracelulares (EPS, por sus siglas en ingle´s) de lodos
aerobios de LA y lodos anaerobios metanoge´nicos
(Sheng y Yu, 2006; Li y col., 2008), ası´ como,
sustancias polime´ricas intracelulares de lodos de
reactores de LA (Li y col., 2008). Los EPS esta´n
estrechamente ligados a PMS, pues se forman en
la superficie de las bacterias, pero se hidrolizan y
se convierten en PMS (Laspidou y Rittmann, 2002).
Las EEM-3D de las EPS de lodos aerobios y lodos
anaerobios metanoge´nicos presentaron tres picos de
fluorescencia: dos picos atribuidos al aminoa´cido
triptofano (Picos A, B, λexc/λem = 225/340-350 y
280-285/340-350 nm, respectivamente) y un pico
asociado a una sustancia hu´mica (Pico D, λexc/λem
= 330/340/420-430 nm). Como puede observarse las
EEM-3D de los EPS son muy similares a las EEM-
3D de los PMS encontrados en el efluente de reactores
aerobios heterotro´ficos.
Conclusiones
Las EEM-3D del efluente del reactor nitrificante
mostraron solamente dos picos de fluorescencia (Picos
C y D, λexc/λem = 245.2/416.9 y 330.7/515.5 nm,
respectivamente) atribuidos a sustancias hu´micas.
La presencia de los Picos C y D en el efluente
del reactor nitrificante localizados a longitudes de
onda ma´s larga y con una IF ma´s alta con
respecto a los observados en el influente podrı´a
atribuirse a la produccio´n y acumulacio´n de PMS de
bacterias aerobias autotro´ficas nitrificantes debido a
que predominaron en el reactor y son la u´nica posible
fuente de MOD fluorescente.
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Las EEM-3D del efluente del reactor aerobio
autotro´fico nitrificante demostraron que las bacterias
nitrificantes no produjeron PMS en forma de
aminoa´cidos fluorescentes.
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